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摘要 : 在 对 小 菜 蛾 Pluwella xylostella 幼虫 血 淋 巴 酚 氧化 酶 原 的 存在 部 位 及 免疫 激活 作用 特点 研究 的 基础 上 , 比较 了 根 虫 瘟 霉 
Zoophihora radicans 不 同 菌株 对 酚 氧 化 酶 原 激 活 系统 的 免疫 激化 及 防御 作用 的 差异 。 研 究 发 现 ， 酚 氧化 酶 原 主 要 位 于 小 菜 蛾 
幼虫 血细胞 膜 及 血细胞 裂解 液 中 , 极 少 存在 于 血浆 中 。 在 免疫 激活 剂 昆布 多 糖 存 在 下 , 分 别 测 得 小 菜 蛾 幼虫 血细胞 碎片 、 血 
细胞 裂解 液 和 血浆 的 酚 氧 化 酶 活性 为 26.80 U,16.68 U 和 2.53 U。 酚 氧化 酶 原 显 著 地 受 血 桨 和 昆布 多 糖 同时 存在 的 激活 ,但 
两 者 单独 存在 时 对 酚 氧 化 酶 原 的 激活 作用 较 弱 。 根 虫 瘟 替 菌 丝 裂解 液 对 酚 氧 化 酶 原 有 不 同 程度 的 激活 作用 ,其 激活 作用 在 
有 血浆 存在 时 显著 增强 , 其 酚 氧 化 酶 活性 可 提高 2.9~3.4 倍 。 各 菌株 间 对 酚 氧 化 酶 原 的 激活 作用 则 以 ARSEF1342 菌株 最 强 ， 
ARSEF2699 和 F99101 菌株 次 之 , ARSEFII00 菌株 最 弱 。 被 激活 的 酚 氧 化 酶 可 粘 附 于 根 虫 瘟 霉 菌 丝 上 并 能 产生 黑 化 反应 ,各 菌 
株 间 酚 氧化 酶 粘 附 于 ARSEF1342 菌株 的 能 力 最 强 , 粘 附 于 ARSEF2699 和 F99101 菌株 的 次 之 , 粘 附 于 ARSEF1100 菌株 的 最 弱 。 
但 酚 氧 化 酶 粘 附 于 昆布 多 糖 的 能 力 显著 强 于 各 虫 替 菌株, 表明 各 菌株 在 一 定 程度 上 能 逃避 寄主 的 免疫 识别 ;各 菌株 激活 酚 氧 
化 酶 原 及 酚 氧 化 酶 粘 附 于 菌株 强 弱 , 与 对 小 菜 蛾 毒 力 呈 负 相 关 性 ,表明 高 毒 力 菌 株 具 有 易 逃 避 寄 主 免疫 识别 的 趋向 。 
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Activation of prophenoloxidase by Zoophthora radicans isolates from different 


hosts in hemolymph of Pinutella xylostella larvae Lepidoptera: Plutellidae) 

LIU Qing-E”, XU Jun-Huan *, FENG Ming-Guang (1. Institute of Microbiology, College of Life Sciences, Zhejiang 
University, Hangzhou 310029, China; 2. Lishui Teachers College, Lishui, Zhejiang 323000，China) 

Abstract: The activation of prophenoloxidase (ProPO) in the hemolymph of the diamondback moth Plutella xylostella 





larvae against infection of Zoophthora radicans isolates from different hosts was investigated. The ProPO was found 
primarily on the membrane or inside host hemocytes, but less in plasma. When laminarin as an immune activator was 
present, phenoloxidase (PO) activities in cell debris, hemocyte lysate solution and plasma were measured as 26.80， 
16.68，and 2.53 U, respectively. The ProPO was signiticantly activated by laminarin present in the plasma due to a 
much higher PO activity than that when the laminarin or the Plasma was tested alone. The ProPQ activity increased by 
2.9— 3.4-fold when the lysate of Z. radicans mycelia was present in host plasma. Among the four isolates tested, the 
PO activity was highest in ARSEF1342, medium in ARSEF2699 or F99101, but lowest in ARSEF1100. Furthermore; 
the activated PO in the mycelia of Z. radicans caused melanism，an evidence of the immune defending response of hosts 
to fungal infection. The PO activity was triggered most conspicuously by ARSEF1342 than by ARSEF2699 or F99101， 
but very weakly in ARSEF1100. The fact of the more attachment of the PO to the laminarin than to Z. radicans isolates 
revealed a trend that the fungal pathogen may to some extent evade from the host immune response. This was further 
revealed by the correlation between the virulence of different isolates against P. xylostella and the ProPO activation by 
the isolates or the following PO activities in the lysates of their mycelia. 


Key words: Zoophthora radicans; Plutella xylostella; prophenoloxidase; phenoloxidase; insect immunity 


基金 项 目 : 国家 自然 科学 基金 项 目 (30070025); 浙江 省 自然 科学 基金 项 目 (302016); 国家 科技 部 项 目 (G2000016208-04) 
作者 简介 : 刘 青 娥 , 女 ,1976 年 生 , 硕士 ,从 事 杀 虫 微 生物 研究 

x 通讯 作者 Author for comespondences，Tel: 0571-86434359; E-mail: xujh@zju.edu.cn 

收 稿 日 期 Received: 2003-11-10; 接受 日 期 Accepted: 2004-03-21 


4 期 刘 青 娥 等 : 根 虫 瘟 霉 不 同 菌 株 对 小 菜 蛾 幼虫 血 淋 巴 酚 氧 化 菌 原 的 激活 作用 435 


昆虫 不 像 高 等 硝 椎 动物 ,它们 既 无 了 细胞 和 B 
淋巴 细胞 , 也 无 免疫 球 重 白 及 完善 的 补偿 系统 。 但 
在 长 期 进化 过 程 中 , 它们 获得 了 独特 的 免疫 系统 及 
防御 机 制 , 得 以 生存 和 适应 各 种 环境 。 昆 虫 免疫 系 
统 包 括 细胞 免疫 和 体液 免疫 , 细胞 免疫 主要 表现 为 
血细胞 对 入 侵 异 物 的 吞噬 、 结 节 形 成 和 包 宫 作用 等 
(Leonard et al .，1985a); 体液 免疫 是 指 体液 中 能 
生 鲁 化 或 杀 死 入 侵 病 原 体 的 某 些 化 学 物质 , 如 酚 氧 
化 酶 (phenoloxidase》、 涂 集 素 及 抗菌 肽 或 抗 真菌 蛋白 
等 。 上 述 两 种 免疫 系统 中 , 酚 氧 化 酶 原 
Cprophenoloxidase) 激 活 系 统 在 昆虫 免疫 防御 中 起 着 
关键 作用 (Hung and Boucias，1996)。 如 细胞 免疫 中 
包 守 作用 和 结 节 形成 过 程 常 伴随 着 黑色 素 的 沉积 ， 
而 黑色 素 的 形成 则 与 血 淋 巴 中 酚 氧 化 酶 和 底 物 的 作 
用 有 关 。 体 液 免疫 过 程 中 更 产生 钝 化 或 杀 死 入 侵 病 
原 物 的 酚 氧化 酶 。 在 昆虫 体内 酚 氧 化 酶 是 以 无 活性 
的 酚 氧化 酶 原形 式 存在 的 , 这 种 无 活性 的 酚 氧 化 酶 
原 只 有 在 受到 病原 微生物 等 细胞 壁 成 分 如 昆布 多 糖 
的 诱导 激活 后 才能 转化 为 有 活性 的 酚 氧化 酶 。 它 们 
继而 吸附 于 病原 菌 表面 , 与 底 物 作用 后 产生 黑 化 并 
限制 其 入 侵 (Wiens et al.，1998 )。 

根 忠 瘟 考 Zoophthora radicans 是 重要 的 忠 考 目 
真菌 , 寄主 范围 宽 , 自然 条 件 下 能 感染 多 种 昆虫 
CGlare，1988)。 最 新 研究 表明 , 根 虫 瘟 老 不同 菌株 
对 小 菜 蛾 Pluzella xylostella 的 毒 力 差异 很 大 ,其 中 源 
和 目 小 荣 蛾 的 根 虫 瘟 霉 菌株 显著 高 于 其 他 菌株 对 小 菜 
蛾 的 毒 力 ( 刘 青 娥 等 ,2003), 显示 根 虫 总 址 不 同 菌株 
在 入 侵 寄 主 过 程 中 逃避 寄主 免疫 识别 能 力 的 可 能 
异 ,但 其 机 制 尚 不 清楚 。 我 们 以 根 忠 瘟 夫 -小菜 蛾 作 
为 免疫 互 作 模 式 ,研究 了 小 菜 蛾 幼虫 血 淋 巴 中 酚 氧 
化 酶 原 的 存在 部 位 、 被 激活 的 特点 、 菌 丝 裂 解 液 对 酚 
氧化 酶 原 激活 作用 及 酚 氧 化 酶 粘 附 于 菌 丝 等 异物 上 
的 差异 , 以 探 明 源 自 不 同 寄 主 的 根 忠 瘟 堆 菌株 在 逃 
避 小 菜 蛾 寄主 免疫 识别 的 差异 实质 。 





1 材料 与 方法 


1.1 供 试 虫 源 

供 试 小 菜 蛾 幼虫 饲养 于 人 工 气 候 室 〈23 ~ 
25$% ,L12:D12) 的 盆栽 卷 心 甘 蓝 植株 上 。 具 体 饲 养 
方法 是 ,将 师 置 于 30 cm x 30 cm x 50 cm 的 养 忠 等 
内 ,羽化 后 让 其 产 卵 于 惟有 小 孔 、 内 置 新 鲜 菜 叶 的 保 
鲜 袋 上 ,每 天 取出 收集 小 菜 蛾 卵 。 为 维持 小 菜 蛾 产 
卵 , 供 10 委 蜂蜜 液 作为 成 虫 补充 营养 。 卵 袋 收集 后 


置 于 卷心菜 植株 上 , 幼虫 孵化 后 任 其 在 叶片 上 取 食 。 
1.2 菌 种 及 来 源 

根 虫 瘟 霉 菌株 F99101 从 云南 高 山茶 园 的 假 眼 
小 绿叶 蝉 Empoasca vitis 忠 尸 上 分 离 纯 化 而 得 。 菌 
株 ARSEF1100、ARSEF2699 和 ARSEF1342 从 美国 农 
业 部 昆 忠 病原 真菌 收藏 中 心 H. A，Humber 实验 室 
征集 , 其 产地 及 原始 寄主 分 别 为 马来西亚 的 小 菜 蛾 
Plutella xylostella、 前 南斯拉夫 的 微 叶 蝉 Empoasca 
flavescens 和 波兰 的 大 菜 粉 蝶 Pieris brassicae。 各 菌株 
接种 于 牛奶 蛋黄 培养 基 (SEMA: 12% 蛋黄 、8% 牛 
奶 .0.8% 重 白 肽 .0.8% 酵母 粉 .3.2% 和 葡萄糖 和 
1.5% 琼 脂 ) 上 ,在 21 和 12L:12D 的 培养 箱 中 每 隔 
15 天 转 接 一 次 继 代 培 养 。 
1.3 菌 丝 裂解 液 的 制备 

将 在 SEMA 平板 上 培养 10 天 的 菌落 挑 碎 后 移 
入 内 含 20 mL 陛 氏 培养 液 《SDY: 1% 和 蛋白 腑 、1% 酵 
母 粉 ,4% 和 葡萄 糖 和 0.5% 芝 麻油 ) 的 50 mL 锥 形 撼 
中 , 21% 下 振荡 (120 r/min) 培养 1 ~ 4 天 , 转 入 40 
mL 的 培养 液 中 峙 振荡 培养 4~ 5 天 。 所 获 液 培 菌 丝 
在 3 000 xg 下 离心 10 min, 取 沉淀 菌 丝 用 双 蒸 水 洗 
2 次 , 再 用 渗透 压 稳定 剂 (0.2 molL 磷酸 缓冲 液 , 内 
含 0.6 mol/L KCl pH 6.0) 洗 1 次 ,将 菌 丝 悬 浮 于 渗 
透 压 稳定 剂 中 《浓度 为 50 mg/mL 菌 丝 湿 重 ), 最 后 
用 超声 小 打 碎 菌 丝 。 
1.4 血浆 及 细胞 裂解 液 的 制备 

制备 方法 参照 Leonard 等 (198$b)。 取 末 龄 幼虫 
用 解剖 刀 切 开 小 菜 蛾 体 壁 , 使 其 血液 迅速 溶 于 抗 凝 
固 缓冲 液 《62 mmol/L NaCl，100 mmolL 和 葡萄糖 , 10 
mmol/L EDTA，30 mmol/L 柠檬 酸 三 钠 ，26 mmolL 柠 
檬 酸 ，pH 4.6) 中 ,800xg 下 离心 3 min, 取 上 清 液 。 
再 在 12 000 xg 下 离心 1 min; 上 清 液 为 血浆 ,沉淀 
即 血 细胞 先 用 0.01 mol 民 二 甲 砷 酸 钠 缓冲 液 《 内 含 
5 mmol/L CaCb ,0.25 mol/L 蔗糖 ,pH 7.0) 冲洗 2 次 ， 
髓 用 0.01 mol/L 二 甲 砷 酸 钠 缓冲 液 〈 内 含 5 mmol/L 
CaCl,，pH 7.0, 简称 CAC 缓冲 液 ) 洗 1 次 ,并 在 同一 
缓冲 液 中 用 玻璃 活塞 匀 奖 器 匀 浆 ,然后 在 12 000x g 
下 离心 10 min。 所 获 上 清 液 为 血细胞 裂解 液 , 沉 演 
为 血细胞 碎片 。 上 述 步 又 均 在 4C 下 进行 。 为 消除 
柠檬 酸 和 EDTA 对 酚 氧 化 酶 活性 的 影响 ,将 以 上 所 
得 血浆 于 4 下 在 10 mmolL 二 甲 砷 酸 钠 缓冲 液 中 
透析 1 h, 加 入 CaCl 至 浓度 为 5 mmol/L。 
1.5 栈 氧 化 酶 活性 的 测定 

将 经 处 理 的 血细胞 裂解 液 . 血 细胞 碎片 和 血浆 
与 等 量 的 激活 剂 (如 1 mg/L 昆布 多 糖 等 ) 30 和 下 混 
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合 反 应 1 hb 然后 加 入 3 g/L 多 巴 溶液 (1:3), 室温 下 
反应 10 min, 用 紫外 分 光 光 度 计 490 nm 下 测定 样品 
OD 值 ,并 以 多 巴 溶液 作对 照 ,每 处 理 重复 3 次 。 一 
个 酶 活 单位 《U) 定义 为 每 分 种 每 毫克 蛋白 的 ODyw 
值 。 另 外 , 血细胞 裂解 液 .血细胞 碎片 和 血浆 蛋白 总 
浓度 的 测定 采用 Bradford(1976) 检 测 法 。 用 考 马 斯 
亮 蓝 G250 染色 后 ,用 紫外 分 光 光 度 计 测 定 样品 
ODss 值 ,并 以 结晶 牛 血 清白 蛋白 为 标准 蛋白 , 制作 
标准 曲线 。 
1.6 栈 氧 化 酶 的 粘 附 性 测定 

将 100 tL 血细胞 裂解 液 与 50 nL 1% 昆布 多 糖 
溶液 (或 菌 丝 裂 解 液 ) 混合 ,30% 下 反应 20 min, 800 
xg 下 离心 5 min; 取 上 清 液 检测 酶 活性 。 沉 淀 先 用 
CAC 缓冲 液 洗 2 次 ,溶解 于 100 nL CAC 缓冲 液 中 ， 
再 检测 其 酶 活性 。 检 测 方法 为 : 取 75 pL 溶解 液 与 
75 uL 3 g/L 多 巴 溶液 室温 下 离心 管 中 反 应 15 ~ 30 
min; 取 75 pL 反应 液 , 用 450 pL CAC 绥 冲 液 稀 释 ， 
800 xg 下 离心 取 上 清 液 检测 其 酶 活性 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 小 菜 蛾 幼虫 血 淋 巴 中 栈 氧 化 酶 原 的 存在 部 位 

小 菜 蛾 幼 忠 血浆 、 血 细胞 裂解 液 和 血细胞 碎片 
分 别 与 昆布 多 糖 溶 液 反 应 后 测定 了 酚 氧 化 酶 活性 , 结 
果 见 图 1。 酚 氧化 酶 活性 在 血细胞 碎片 中 高 达 
26.80 U, 是 血浆 中 的 13 倍 。 其 次 为 血细胞 裂解 液 ， 
其 酚 氧 化 酶 活性 达 16.68 U, 为 血浆 中 的 8 倍 。 血 桨 
中 酚 氧 化 酶 活性 最 低 , 仅 为 2.$53 U。 测 定 结果 表明 ， 
了 酚 氧 化 酶 原 主 要 位 于 血 淋 巴 的 血细胞 中 , 尤其 在 血 
细胞 碎片 中 含量 最 高 , 很 少 存在 于 血浆 中 。 
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图 1 小菜 蛾 幼虫 血 淋 巴 的 不 同 部 位 被 昆布 

多 糖 激 活 后 的 酚 氧 化 酶 活力 
Fig. 1 The phenoloxidase activity activated by the laminarin 
on different parts of larval haemolymph of P. xylostella 
入: 血浆 Plasma;B: 血细胞 裂解 液 Hemocyte lysate solution; C: 血 细 
胞 碎片 Cel dehris; 栅 顶 小 写字 母 示 栅 高 差异 的 显著 性 The bars 
with different lower-case letters were sipnificantly different in height (P < 
0.05) based on Tukey’s HSD test. 


2.2 酚 氧 化 酶 原 受 不 同 底 物 激活 的 差异 

不 同 底 物 处 理 血细胞 裂解 液 后 被 激活 的 酚 氧 化 
酶 活性 如 图 2 所 示 。 血 浆 与 昆布 多 糖 的 不 同 组 合 对 
激活 小 菜 蛾 幼虫 血细胞 裂解 液 中 酚 氧 化 酶 伯 存 在 极 
显著 差异 《Fs =1 281，P <0.01), 两 者 同时 存在 
时 能 显著 激活 酚 氧 化 酶 忌 , 酚 氧化 酶 活性 极 显 著 高 
于 单一 昆布 多 糖 或 单一 血浆 存在 时 的 酚 氧 化 酶 活 
性 。 同 时 , 昆布 多 糖 激 活 的 了 酚 氧 化 酶 活性 又 显著 高 
于 血浆 激活 的 酚 氧 化 酶 活性 , 而 后 者 的 了 酚 氧 化 酶 活 
性 与 对 照相 比 无 显著 差异 。 这 表明 酚 氧 化 酶 原 激活 
系统 的 激活 需要 有 小 菜 蛾 幼虫 血浆 和 真菌 细胞 壁 成 
分 8-1,3- 葡 聚 糖 的 共同 作用 。 实 验 也 证 实 小 菜 蛾 幼 
忠 血 浆 中 含有 和 较 多 的 B1,3- 葡 聚 糖 结合 蛋白 , 而 血 
细胞 中 则 极 少 含有 B-1, 3- 葡 聚 糖 结合 乍 白 。 因 此 ， 
上 述 结果 表明 ,只 有 当 8B-1,3- 葡 聚 糖 和 B-1,3- 葡 聚 糖 
结合 筷 白 共同 存在 下 才能 显著 激活 了 酚 氧 化 酶 穆 。 
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图 2 小 茉 蛾 幼虫 血细胞 裂解 液 中 酚 氧 化 酶 原 
被 不 同 底 物 激活 后 的 酚 氧 化 酶 活性 比较 
Fig. 2 The phenoloxidase activity after the prophenoloxidase was 
activated in haemocyte lysate solution of P. xylostella larvae 
A: 昆布 多 糖 溶 液 + 血浆 Laminarin + plasma; B: 昆布 多 糖 溶液 
Laminarin; C: 血浆 lasma; D: 对 照 CK。 栅 项 小 号 字母 示 栅 高 差异 
显著 性 The bars with different lower-case letters were significantly 
different in height CP <0.05) based on Tukey s HSD test. 


2.3” 根 虫 瘟 老 不 同 菌株 对 酚 氧 化 酶 原 激 活 差 异 
小 菜 蛾 幼虫 血细胞 裂解 液 中 职 氧 化 酶 原 被 根 忠 
盖 霉 不 同 菌株 的 菌 丝 裂解 液 激活 后 的 酚 氧 化 酶 活性 
如 表 1 所 示 。 双 回 分 组 方差 分 析 表 明 , 小 菜 蛾 幼虫 
血细胞 裂解 液 中 的 酚 氧 化 酶 穆 被 根 虫 冶 霉 菌 丝 裂解 
液 激活 后 的 酚 氧 化 酶 活力 在 不 同 菌株 间 、 血 浆 存在 
与 否 及 二 者 的 互 作 均 差 异 极 显著 (菌株 间 : F,% = 
7000, P <0.01; 血浆 有 无 : Fj,% = 46 558, P< 
0.01; 互 作 : FF ,=2562，P <0.01)。 由 表 1 可 见 ， 
小 菜 蛾 幼 忠 血浆 的 存在 能 够 显著 增强 根 忠 冶 霍 菌 丝 
裂解 液 对 酚 氧 化 酶 原 的 激活 作用 ,其 酚 氧 化 酶 活性 
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提高 了 2.9~3.4 倍 。 各 菌株 间 则 以 ARSEF1342 处 
理 后 的 酚 氧 化 酶 活性 最 高 ,大 大 高 于 其 余 菌 株 所 诱 
导 的 酚 氧 化 酶 活性 .相反 , 源 于 小 菜 蛾 的 
ARSEF1100 菌株 处 理 后 的 酚 氧 化 酶 活性 最 低 。 而 菌 
株 ARSEF2699 和 F99101 引起 的 酚 氧 化 酶 活性 相对 
较 弱 ,在 血浆 不 存在 时 相互 间 无 显著 差异 ,但 有 血 奖 
存在 时 则 差异 显著 , 以 ARSEF2699 诱导 的 酚 氧 化 酶 
活性 较 高 。 而 对 照 即 只 加 渗透 讨 稳 定 剂 时 的 酚 氧 化 
酶 活性 均 显 著 低 于 各 菌株 菌 丝 有 裂解 液 处 理 后 的 酚 氧 
化 酶 活性 。 
表 1 ， 根 虫 间 焉 菌 丝 裂解 液 对 小 菜 蛾 幼虫 
血 淋 巴 酚 氧 化 酶 活性 的 影响 
Table 1] The effect of Z. radicans mycelial lysates on the 
phenoloxidase activity in larval hemolymph of P. xylostella 
除 氧 化 酶 活性 Activity of phenaloxidase (UD)* (+ SD) 


根 虫 冶 等 菌株 血细胞 裂解 液 血细胞 裂解 液 + 血浆 
Z a radicans isolates Hemocyte lysate Hemocyte lysate solution 
sohuition + plasma 





ARSEFI100 38.63 + 0.83 cB 111.00 + 2.14dA 

F99101 42.22 + 0.70 bc B 139.50 + 0.64 cA 
ARSEF2699 46.25 + 0.77 ab B 144.64 + 0.21 bA 
ARSEF1342 30.46 + 0.13aB 169.28 + 1.71 aA& 
对 照 CK 13.39 + 0.06dB 26.36 + 0.64eA 


x 大 、 小 写字 母 分 别 表示 同行 和 同 列 均值 差异 达 显 著 水 平 (Pp < 
0.05) Table entries with different lower case letters in each column or those 
with different upper case letters in each line differed significantly (P < 
0.01) based on Tukey’s HSD test. 


2.4 根 虫 瘟 堆 不 同 菌株 对 激活 后 酚 氧 化 酶 的 粘 附 
性 

血细胞 裂解 液 中 的 酚 氧 化 酶 原 经 昆布 多 糖 和 根 
虫 瘟 霉 菌 丝 裂 解 液 处 理 激 活 后 离心 ,发 现 不 仅 上 清 
液 中 具有 了 酚 氧 化 酶 活性 , 且 在 多 次 冲洗 的 沉淀 中 也 
能 检测 到 较 高 的 酚 氧 化 酶 活性 《 表 2)。 其 中 , 粘 附 
于 昆布 多 糖 的 酚 氧 化 酶 活性 在 沉淀 物 中 是 在 上 清 液 
中 的 3.4 售 , 是 粘 附 于 根 忠 癌 霍 菌 丝 裂解 液 的 酚 氧 
化 酶 在 沉淀 物 中 的 活性 的 1.4~9.2 倍 。 了 酚 氧 化 酶 
对 根 虫 瘟 替 不 同 菌株 粘 附 的 能 力也 不 同 ,其 中 了 酚 氧 
化 酶 粘 附 于 菌株 ARSEF1342 的 能 力 最 强 , 其 在 沉淀 
物 中 活性 是 在 上 清 液 中 的 94%; 粘 附 于 其 余 3 菌株 
的 能 力 较 弱 , 以 粘 附 于 ARSEF1100 菌株 的 酚 氧 化 酶 
活性 为 最 弱 , 在 沉淀 物 中 仅 为 在 上 清 液 中 的 11% 。 
了 酚 氧 化 酶 粘 附 于 各 菌株 的 能 力 显 著 低 于 粘 附 于 昆布 
多 糖 的 ,表明 不 同 菌株 在 一 定 程度 上 能 够 逃避 寄主 


的 免疫 识别 ,因而 对 小 菜 蛾 幼虫 表现 为 不 同 的 毒 力 
( 刘 青 娥 等 ，2003)。 


表 2 小 菜 蛾 幼虫 感染 根 虫 冲 霉 不同 菌株 后 
血 淋 巴 中 栈 氧 化 酶 的 活性 比较 
Table 2 Comparison of phenoloxidase activities in supernatant 
and deposits of the hemolymph lysates of P. xylostella 
larva in response to infection of different Z. radicans isolates 


侵入 菌株 了 酚 氧 化 酶 活性 Activity of phenoloxidase (U) ( + SD) 








Fungal isolates 上 清 液 Supematant 沉淀 物 Deposits 
昆布 多 糖 Laminarin 2.92 + 0.00 9.83 + 0.00 
ARSEF1100 9.64 + 2.42 1.07 + 0.30 
F99101 12.21 + 0.30 2.25 + 0.76 
ARSFF2699 13.39 + 0.15 3.54 + 1.06 
ARSEF1342 7.29 + 0.00 6.86 + 0.30 

3 讨论 


盼 氧化 酶 原 是 酚 氧 化 酶 原 免 疫 激活 系统 中 的 一 
个 重要 组 成 成 分 。 在 昆虫 体内 , 酚 氧 化 酶 鼠 通 常 存 
在 于 血细胞 中 ,但 也 有 报道 称 存 在 于 血浆 或 并 存 于 
两 者 之 中 。 据 研究 报道 , 蜡 蜡 Galleria mellonella 幼 
条 的 酚 氧 化 酶 原 存 在 于 血细胞 中 (CSchmit et al.， 
1977), 地 中 海 实 量 Ceratitis capitata 的 了 酚 氧化 酶 原 存 
在 于 血细胞 膜 中 CCharalambidis et al.，1996), 但 在 
对 家 得 Bombyx mori、 烟 草 天 蛾 Manduca sexta 和 用 曲 
Sarcophaga bullata 的 研究 中 又 发 现 盼 氧化 酶 原 主要 
存在 于 血浆 中 《Ashida et al.，1983; Saul and 
Augumaran, 1987, 1988)。 本 研究 经 昆布 多 糖 激 活 剂 
处 理 后 在 血细胞 裂解 液 及 血细胞 碎片 中 检测 到 较 高 
的 酚 氧 化 酶 活性 ,表明 酚 氧 化 酶 主要 以 无 活性 的 酚 
氧化 酶 原形 式 存 在 于 小 菜 蛾 幼虫 血细胞 中 , 尤其 在 
血细胞 碎片 中 较 多 , 这 与 蜡 蜡 幼虫 和 地 中 海 实 晶 中 
了 酚 氧 化 酶 原 的 存在 形式 及 部 位 相 类 似 。 

B-1,3- 葡 聚 糖 是 昆虫 病 怕 真菌 细胞 壁 的 主要 组 
成 成 分 (Boucias and Pendland，1991)。 由 于 小 菜 蛾 
幼虫 血浆 中 含有 B-1,3- 葡 聚 糖 结合 蛋白 《Xu et al.， 
2002), 因而 昆布 多 糖 或 菌 丝 裂解 液 在 有 小 菜 蛾 幼虫 
血浆 存在 下 能 大 大 地 激活 血细胞 裂解 液 中 职 氧 化 酶 
原 , 且 不 同 寄主 来 源 的 根 虫 瘟 址 菌株 对 了 酚 氧 化 酶 原 
的 激活 作用 存在 显著 差异 。 其 中 , 以 源 自 小 菜 蛾 的 
ARSEF1100 菌株 对 小 菜 蛾 幼虫 血细胞 裂解 液 中 酚 氧 
化 酶 的 激活 作用 最 小 , 源 自 大 菜 粉 蝶 的 ARSEF1342 
菌株 对 酚 氧 化 酶 激活 作用 最 强 , 而 源 自 假 眼 小 绿叶 
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蝉 的 菌株 F99101 和 源 自 微 叶 蜂 的 ARSEF2699 介 于 
两 者 之 间 。 但 相 比 之 下 , 菌株 F99101 较 ARSEF2699 
对 酚 氧化 酶 激活 作用 较 小 。 在 用 上 述 菌 株 对 小 菜 蛾 
的 毒 力 测 定 中 , 菌株 ARSEF1100 对 小 菜 蛾 的 毒 力 最 
强 , F99101 次 之 , ARSEF269 较 弱 , 而 ARSEF1342 最 
弱 ( 刘 青 娥 等 ，2003)。 因 此 ,这 些 结果 基本 上 说 明 
毒 力 较 高 的 菌株 易 逃 避 寡 主 的 免疫 识别 。 但 这 种 逃 
避 差 异 是 任 与 菌株 细胞 壁 成 分 或 入 侵 类 型 《如 是 否 
形成 原生 质 等 ) 存在 差异 有 关 , 目前 尚 不 清楚 。 据 
Glare《1988) 观察 发 现 , 根 虫 意趣 不 同 菌株 在 入 侵 寄 
主 的 后 期 可 形成 细胞 壁 厚 度 不 同 的 休眠 孢子 , 原始 
寄主 与 入 侵 寄 主 亲缘 关系 较 近 的 菌株 入 侵 寄 主 后 形 
成 的 休眠 孢子 细胞 壁 较 薄 ,反之 则 较 厚 ,因而 不 同 菌 
株 的 菌 丝 细胞 壁 成 分 及 入 侵 形 式 可 能 存在 差异 。 

黑 化 过 程 是 昆虫 体内 涉及 免疫 防御 反应 的 重要 
生化 过 程 , 该 过 程 始 于 杂 丙 毛 酸 脱羧 酶 作用 下 由 共 
丙 氨 酸 转变 成 酷 氨 酸 ,然后 在 酚 氧 化 酶 的 作用 下 使 
酷 氨 酸 产 基 化 形成 黑色 素 的 前 体 物 多 巴 , 并 转变 成 
多 巴 眼 ,后 者 自发 转变 成 多 巴 色素 并 骨 转 变 为 二 凑 
吗 | 唆 , 最 后 形成 黑色 素 和 真 黑 色素 (Wiens et al.， 
1998) , 阶 氧 化 酶 被 认为 在 黑 化 过 程 中 起 关键 作用 。 
我 们 研究 发 现 ,了 肉 氧化 酶 能 较 多 地 粘 附 于 昆布 多 糖 
和 菌 丝 裂 解 液 等 异物 表面 ,表明 根 虫 意 址 在 入 侵 过 
程 中 有 可 能 激活 寄主 产生 免疫 防御 反应 , 并 使 菌 丝 
黑 化 从 而 限制 其 入 侵 。 同 时 , 酚 氧 化 酶 对 昆布 多 糖 
的 粘 附 力 显著 高 于 对 其 他 各 菌 丝 裂解 物 的 粘 附 力 ， 
这 说 明 真 菌 细胞 壁 成 分 B.1,3- 葡 聚 糖 是 酚 氧 化 酶 粘 
附 于 菌 体 表面 的 主要 原因 。 进 一 步 研 究 表明 , 酚 氧 
化 酶 对 根 虫 瘟 霉 不 同 菌株 的 粘 附 力 也 存在 差异 , 如 
对 ARSEF1100 菌株 的 粘 附 力 明 显 弱 于 其 他 菌株 , 而 
对 ARSEF1342 菌株 的 粘 附 力 最 强 。 值 得 一 提 的 是 ， 
这 种 粘 附 力 的 强 弱 正好 与 各 菌株 激活 酚 氧 化 酶 忌 的 
强 弱 呈正 相关 , 但 与 根 虫 瘟 霉 对 小 菜 蛾 的 毒 力 变化 
呈 负 相关 , 这 再 次 证 明 高 毒 力 菌株 易 逃 避 寄 主 免 疫 
识别 的 趋向 。 


参考 文献 (References) 


























Ashida M, lshizaki Y, Iwahama M, 1983. Activation of prophenoloxidase by 
bacterial cell walls or B-1,3-glucans in plasma df the silkworm, Bombyx 
mori. Biochem. Bioph. Res. Comm., 117: 562— 568. 


Boucias DG, Pendland JC; 1991. The fungal cell wall and its involyement in 
the pathogenic process in insect hosts. In: Latge JP, Boucias DG eds. 
Fungal Cell Wall and Immune Response. Heidelberg: Springer- Verlag 
KG. 303 - 316. 

Bradford MM, 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of 
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye 
binding. Analytical Biochemisiry, 72: 248 — 2354. 

Charalambidis ND, Foukas LC, Zervas Cs, Marmaras VJ, 1996. Hemocyte 
suface phenoloxidase (PO) and immune response to lipopolysaccharide 
(LPS) in Ceratitis capitata. Insect Biochem. Mol., 26: 867 - 874. 

Glare TR, 1988. Variation in the entomopathogenic fungal genus; 
Zoophihora, with special reference to ZL. radians. Ph. D. 
dissertation, Australian National University，Australia . 

Hung SY, Boucias DC，1996. Phenoloxidase activity in hemolymph of naive 
and Beauveria bassiana-infected Spodoptera exigua larvae. J. 
Invertebr. Pathol., 67: 33 -40. 

Leonard C, Siderhill K, Ratcliffe N, 1985a. The role of prophenoloxidase 
activation in non-self recognition and phagocytosis by insect blood cells. 
J. nsect Physiol., 31: 789 — 7%. 

Leonard C，, Siderhil K, Ratcliffe N, 1985b. Studies on prophenoloxidase 
and protease activity of Blaberss craniifer haemocytes. Insect Biochem., 
6: 803 - 810. 

Liu QE:, Xu JH:; Feng MG: 2003. Comparative virnulence of Zoophthora 
radicans isolates from different hosts against Plutella xylostella larvae. 
Acta Entomol .Sin.，46(4): 447 - 453.[ 刘 青 娥 , 徐 均 焕 ， 冯 明 
光 ，2003. 不 同 寄 主 来 源 的 根 虫 瘟 答 菌株 对 小 菜 蛾 幼虫 的 毒 力 
比较 . 昆虫 学 报 , 46(4): 447 - 453] 

Saul SJ, Augumaran M, 1987. Protease mediated prophenoloxidase activation 
in the hemolymph of the tobacco homworm: Manduca sexta. Arch. 
lnsect Biochem., 5: 1—11. 

Saul SJ, Sugumaran M, 1988. Prophenoloxidase activation in the hemolymph 
of Sarcophaga bullata larvae. drch. Insect Biochem., 7: 91 —103. 

Schmit AR, Rowley AF, Ratclife NA, 1977. The role of Galleria mellonella 
hemocytes in melanin formation. J. invertebr. Pathal., 29: 232 — 
234. 

Wiens M, Koziol C, Batel R, Muller WE, 1998. Phenylalanine hydroxylase 
from the sponge Ceodia cydonium: lmplication for allorecopnition and 
evolution of aromatic amino acid hydroxylases. Dev. {Comp. 
Dnmunol ., 22: 469 — 478. 

Xu JH; Liu QE, Feng MG，2002. Isolation of two beta-l, 3-glucan binding 
proteins from hemolymph of Plutella xylostella larvae. In: Abstract for 
Wth International Colloquium on Invertebrate Pathology and Microbial 
Control and VY| Intemational Conference on Bacillus thuringiensis. 
August 23 — 28, 2002, Foz do Iguassu, Brazil. 113. 


(责任 编辑 : 黄 玲 巧 ) 


